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Abstract 
 

By molecular technique, identification of decay fungi isolated from decayed wood of the 
tree canker of red meranti (Shorea smithiana) and yellow meranti (Shorea gibbosa) have been 
carried out.  In this molecular identification, the ITS region of rDNA of fungal isolates were 
amplified using PCR. The DNA sequence for each fungus was aligned together with that of 
known species in the GenBank database (National Centre for Biotechnology Information) US 
National Institute of Health Bethesda. By BLAST method and phylogenetic analysis based on the 
sequences of the ITS region of rDNA, Basidiomycete fungi isolated from decayed wood of red 
meranti and yellow meranti could be identified. The presence of ascomycete fungi on the 
decayed wood samples was also detected.     
 
Key words: Wood decay fungi, ITS, rDNA, BLAST, Phylogenetic analysis 

 
 

PENDAHULUAN 
 

Investigasi gejala pohon-pohon kanker yang mengalami busuk batang sering 
dilakukan namun tidak jarang menemukan kesulitan dalam mendapatkan informasi 
jenis jamur pembusuk yang tumbuh dan berkembang dalam jaringan kayu-kayu 
tersebut (Djumali 1999; Rahayu 1999). Di pihak lain, efektifitas dan akurasi 
pengidentifikasian jamur pembusuk kayu sangat diperlukan karena berperan 
penting dalam upaya pengembangan lebih lanjut teknik dan metode kontrol 
pembusukan pohon-pohon kanker di dalam hutan. 

Dewasa ini penggunaan berbagai metode molekuler untuk mengidentifikasi 
jenis jamur pembusuk kayu terus meningkat (Claudia, et al. 2000; Cortesi et al. 
2000; Blanchette et al. 2004; Diehl et al. 2004; Kim et al. 2005). Metode-metode 
ini memberikan informasi  molekul-molekul genetik turunan dari target organisma 
yang diakui lebih cepat, objektif dan akurat daripada metode klasik (Diehl et al. 
2002; Schmidt 2006). Selain itu, metode ini juga dapat memberikan berbagai 
macam informasi berkaitan dengan hubungan filogeny antar organisma yang 
berguna untuk studi taksonomi dan klasifikasi organisma (Hibbett and Donoghue, 
2001). 

Salah satu metode molekuler yang paling cepat namun akurat memberikan 
informasi genetik untuk identifikasi jamur adalah metode sekuen terhadap 
karakteristik daerah DNA (deoxyribonucleic acid) dari target organisma. Dalam 
metode ini sekuen DNA target dibandingkan dan dicocokkan dengan DNA jamur 
yang disimpan dalam database DNA yang telah dipublikasikan ke publik. Pada 
metode ini, daerah DNA yang dimaksud adalah rDNA ITS (ribosomal DNA internal 
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transcribed spacers) yang merupakan daerah genomik yang cukup luas 
penggunaannya dalam sistematika dan identifikasi jamur. 

Telah dilaporkan sebelumnya bahwa pembusukan kayu batang pohon kanker 
meranti merah (Shorea smithiana) dan meranti kuning (Shorea gibbosa) memiliki ciri-
ciri yang sama dengan pola pembusukan kayu yang disebabkan oleh jamur-jamur 
pembusuk putih (white-rot fungi) (Erwin et al. 2005a; 2006b). Untuk mengkonfirmasi 
kehadiran dan memastikan jenis jamur pembusuk putih tersebut, maka dilakukan 
identifikasi jamur dengan menggunakan sekuen daerah ITS dari rDNA isolate jamur 
yang berasal dari kayu-kayu busuk pada pohon-pohon tersebut. 

 
 

BAHAN DAN METODE 
 

A. Material kayu dan isolasi jamur 
Sampel-sampel kayu berasal dari pohon kanker meranti merah (Shorea 

smithiana) dan meranti kuning (Shorea gibbosa) yang mengalami busuk batang. 
Pohon-pohon tersebut tumbuh di areal Hutan Pendidikan Bukit Soeharto Universitas 
Mulawarman, Kalimantan Timur. 

 Sampel-sampel kayu busuk tersebut ditempatkan pada cawan Petri yang telah 
berisi media tumbuh jamur 2% MEA (Malt Extract Agar) ditambah 100 ppm 
chloramphenicol dan 100 ppm benomyl untuk penumbuhan miselium jamur selama 
beberapa hari. Miselium yang dihasilkan dari isolate-isolate tersebut dipindahkan lagi ke 
dalam test tube yang telah berisi 5 ml 2% ME (Malt Extract) cair untuk penumbuhan 
miselium selama 3-5 hari. Seluruh media jamur disterilisasi dengan menggunakan 
autoclave 0,103 Mpa 121oC selama 20 menit. 
 
B. Extraksi DNA dan purifikasi mycelia jamur 

Untuk pengekstraksian DNA isolate, miselium yang berasal dari test tube 
dipindahkan ke dalam microtube. Pengekstraksian DNA jamur dan pengkondisian PCR 
(polimerized chain reaction) mengikuti metode Matsuda dan Hijii (1999) yang 
merupakan modifikasi dari metode Gardes dan Bruns (1993).  
 
C. Amplifikasi PCR 
 ITS dan 5.8S gene dari rDNA isolate diamplifikasi menggunakan PCR dengan 
total volume reaksi 25μl [template DNA, ca. 0,5 ng/μl; tiap dNTPs, 200 μM; Taq DNA 
polymerase (New England Biolabs), 0,5 U; tiap primer, 0,5 μM, Tris-HCl, 1 mM; 
KCl, 5mM]. Primer yang digunakan adalah ITS 1F (5’-CTT GGT CAT TTA GAG 
GAA GTA A-3’) dan ITS 4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’), namun jika 
reaksi PCR tersebut tidak berhasil, maka digunakan primer alternatif ITS5 (5’-GGA 
AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’) untuk menggantikan primer ITS 1F (White et 
al. 1990). Kondisi proses dan temperatur PCR diatur sesuai metode Gardes dan 
Bruns (1993). 
 
D. Sekuensing dan analisis DNA  

 Hasil pemurnian produk-produk PCR terhadap daerah-daerah ITS1, ITS2 
dan 5,8S dari ribosom DNA kemudian disekuen menurut metode White et al. (1990) 
menggunakan primer ITS1F, ITS5 dan ITS4. Dengan metode pencarian BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool), sekuen DNA isolate yang dihasilkan 
dicocokkan secara online dengan sekuen DNA pada database dari website 
GenBank NCBI (National Centre for Biotechnology Information) US National Institute of 
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Health Bethesda. Pencocokan sekuen DNA tersebut menggunakan 
program ”GENETYX-MAC Ver.11.2“. 

Khusus untuk DNA isolate jamur pembusuk, analisis dilanjutkan dengan 
menggunakan program Clustal W version 1.83 (1994) secara online dari website 
DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Parameter yang diperoleh digunakan untuk 
analisis hubungan filogenetik menggunakan program “Bootstrap N-J (neighbor-
joining) tree (1997)”. Untuk mengevaluasi kekuatan daya dukung akurasi cabang 
grafik pohon N-J, digunakan analisis bootstrap dengan 1000 kali ulangan. Untuk 
menampilkan grafik pohon tersebut digunakan program TreeView PPC 1.6.6 (2001). 

 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Dari pengisolasian jamur diperoleh 3 isolate berasal dari kayu busuk pohon 
kanker meranti merah dan 8 isolate dari pohon meranti kuning. Berdasarkan hasil 
analisis sekuen DNA sebagaimana ditampilkan pada Tabel 1, hanya dua isolate 
yang paling memiliki kemiripan dengan DNA jamur Basidiomycetes yang 
dikategorikan sebagai kandidat jamur pembusuk kayu, yaitu isolate RM4ac dari 
kayu meranti merah dan isolate YM3ac dari kayu meranti kuning. 

 
Table 1. Information on DNA sequences of the fungal isolates from the decayed 

wood of Shorea smithiana and Shorea gibbosa examined in this study and the 
most similar species registered in GenBank database.  

Decayed xylem Code 
namea 

Accession 
numberb 

Closest matchc 

(accession number) 
Homologyd 

(bps) 

RM4ac AB297718 Schizophyllum commune 
(AF280758) 100% (632) 

RM3 AB297717 Penicillium daleae 
(DQ132832) 99% (510) Shorea 

smithiana 

RM4 AB297720 Trichoderma asperellum 
(DQ109538) 100% (411) 

YM3ac AB297801 Phlebia brevispora  
(AB084614) 98% (456) 

YM3 AB297795 Aspergillus nomius 
 (DQ467992) 100% (437) 

YM4 AB297796 Phlogicylindrium eucalypti 
(DQ923534) 87% (563) 

YM8 AB297797 Hypocrea rufa  
(AJ230677) 98% (589) 

YM10 AB297798 Phlogicylindrium eucalypti 
(DQ923534) 87% (563) 

YM14 AB297799 Trichoderma virens 
 (AF099007) 100% (596) 

YM3II AB297800 Talaromyces purpureus 
 (L14527) 92% (480) 

Shorea gibbosa 

YM8-2 AB297802 Hypocrea lixii  
(AF443921) 100% (601) 

aCode names that stand for the fungal isolates. bAccession numbers for the DNA 
sequences of the isolates. cThe name of fungal species registered in GenBank that 
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had a sequence with the highest homology to the DNA sequence of the isolates. 
Unidentified species were ignored. dThe homology between reference sequences of 
the closest match and query sequences of the isolates.Total length of the query 
sequences are shown in parentheses. 

Dari pencarian BLAST dapat diketahui bahwa sekuen ITS dari isolate RM4ac 
masing-masing memiliki nilai 100% dan isolate YM3ac 98% homolog dengan 
spesies jamur yang paling mirip pada database. Hasil BLAST terhadap dua isolate 
tersebut yang menunjukkan jamur Basidiomycetes juga didukung dari analisis 
filogenetik (Gambar 1).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Neighbor-joining tree derived from the ITS sequences of a fungus isolated 

from the decayed wood of Shorea smithiana and Shorea gibbosa canker and 
reference strains from GenBank. (A) Tree analysis for isolated fungus of S. 
smithiana. The tree was rooted by the outgroup using the sequence of an 
Aphyllophorales fungus, Heterobasidion annosum. (B) Tree analysis for isolated 

A 

B 
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fungus of S. gibbosa. The tree was rooted by the outgroup using the sequence 
of an Auriculariales fungus, Auricularia elicata. Bootstrap values higher than 500 
out of 1000 are indicated. Bar stands for genetic distance (the number of 
nucleotide substitution per site) 
Dari analisis filogenetik menunjukkan bahwa isolate RM4ac dan YM3ac 

berada dalam masing-masing clade dari Schizophyllum commune dan Phlebia 
brevispora. Analisis tersebut juga didukung dengan nilai bootstrap yang tinggi, 
yaitu masing-masing 813/1000 untuk S. commune dan 805/1000 untuk P. 
brevispora. Ada kesepakatan bahwa antar spesies ditetapkan memiliki kesamaan 
genetik jika nilai kemiripan pasangan pada pencarian BLAST lebih dari 97,9 % 
(Kim et al. 2005). Berdasarkan nilai kemiripan genetik dari database yang lebih 
dari 98% kemiripan sekuen (Table 1) dan analisis filogenetik (Gambar 1) terhadap 
kedua isolate tersebut, maka dapat ditetapkan bahwa masing-masing dari isolate 
RM4ac dan YM3ac digolongkan sebagai jamur S. commune dan P. brevispora. 

Kedua jamur tersebut telah dikenal sebagai jamur pembusuk putih yang 
sebelumnya juga ditemukan tumbuh berkembang pada kayu-kayu busuk dari 
tegakan pohon-pohon di hutan, misalnya S. commune pada Pinus radiata (Chee et 
al. 1998) dan Ocotea usambarensis (Nsolomo et al. 2000), dan juga dilaporkan 
sebagai agen penyebab busuk gubal pada pohon persik china (Dai 2005), 
sedangkan P. brevispora dilaporkan sebagai agen penyebab busuk tunggak pohon 
Chamaecyparis obtusa (Suhara 2005). 

 Isolate-isolate lain yang teridentifikasi sebagaimana tercantum dalam Tabel 1 
adalah tergolong jamur Ascomycetes. Mereka digolongkan jamur yang tidak 
memiliki kemampuan yang sama seperti jamur Basidiomycetes dalam 
membusukkan kayu namun mereka memiliki peranan dalam merangsang dan 
meningkatkan laju kebusukan kayu (Blanchette and Shaw 1978). 

 
 

KESIMPULAN 
 

Berdasarkan nilai kemiripan genetik dan analisis filogentik terhadap sekuen 
daerah ITS dari rDNA dari isolate Basidiomycetes, jamur pembusuk yang tumbuh 
berkembang pada kayu busuk pohon kanker meranti merah adalah Schizophyllum 
commune dan pohon meranti kuning adalah Phlebia brevispora. 

Informasi ini tentunya sangat berguna bagi pengembangan lebih lanjut studi 
patology, khususnya untuk mengetahui apakah kedua jamur pembusuk tersebut 
sebagai agen penyebab busuk batang pada pohon kanker meranti atau tidak. 
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